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Le neuroblastome pédiatrique est un des cancers extra-crâniens des plus fréquents chez 
les enfants. Malgré une amélioration du taux de survie avec les thérapies actuellement 
disponibles, les stades avancés de neuroblastome ou en rechute  présentent un très mauvais 
pronostic. De nouvelles approches thérapeutiques doivent donc être développées afin 
d'augmenter la survie des patients. Une de ces approches est la thérapie épigénétique. Le 
neuroblastome, comme plusieurs autres cancers pédiatriques, contient plusieurs altérations 
épigénétiques au niveau de la méthylation de l'ADN et des modifications des histones. Lors 
d'un criblage de médicaments déjà approuvés par la FDA, nous avons découvert quelques 
molécules ayant des caractéristiques de médicaments épigénétiques jusqu’alors jamais 
découvertes. Notre étude cherche donc à démontrer l'efficacité de ces molécules dans le 
traitement de lignées cellulaires de neuroblastome. Suite à des tests préliminaires, une des 
molécules approuvées par la FDA s'est démarquée : le disulfirame, un médicament approuvé 
pour le traitement de l’alcoolisme chronique.  Nous avons donc traité  des lignées cellulaires 
de neuroblastomes (IMR-32, N91, SK-N-DZ, SK-N-SH et SK-N-AS ) pendant 48 heures avec 
du disulfirame à des concentrations pertinentes sur le plan clinique (10nM à 50 µM). Nos 
résultats démontrent une inhibition de croissance de 50 % (IC50) d'environ 80 nM pour les 
lignées cellulaires testées. De plus, après analyse par cytométrie de flux, on observe un 
blocage du cycle cellulaire en G2/M. Nous avons également observé une diminution du 
facteur de transcription MYCN ainsi qu’une baisse d’acétylation de plusieurs marques 
d’histones (H3K9ac, H3K14ac, H3K27ac). Une analyse par séquençage d'ARN a confirmé le 




diminution de MYCN par une baisse de gènes cible de MYC. Des travaux sont en cours afin  
de  déterminer le mécanisme d’action du disulfirame. Cette recherche permettra d’évaluer 
l’efficacité du disulfirame dans le traitement du neuroblastome 





Pediatric neuroblastoma is one of the most common extracranial cancer in children. 
Despite an improvement in survival with the currently available therapies, neuroblastoma with 
an amplification of the transcription factor MYCN has a very poor prognosis. New therapeutic 
approaches must be developed to increase the survival of patients. One such approach is 
epigenetic drug therapy. Neuroblastoma, like many other pediatric cancers, contains several 
epigenetic alterations at the level of DNA methylation and histone modifications. In a 
screening of FDA-approved drugs, we discovered some molecules having characteristics of 
epigenetic drugs that were unknown until now. Our study seeks to demonstrate the efficacy of 
these molecules in the treatment of neuroblastoma cell lines. Following preliminary tests, one 
of the molecules approved by the FDA stood out: disulfiram, a medication approved for the 
treatment of chronic alcoholism. We treated neuroblastoma cell lines (MYCN amplified: IMR-
32, N91 and SK-N-DZ; MYCN non-amplified: SK-N-AS and SK-N-SH) for 48 hours with 
disulfiram at clinically relevant concentrations (from 10 nM to 20 µM). Our results 
demonstrate a 50% growth inhibition (IC50) of 80nM for the cell lines tested. In addition, 
after analysis by flow cytometry, we found a cell cycle block in G2/M. RNA sequencing also 
revealed that disulfiram affects a many genes (downregulated n=508, upregulated n=207). We 
also observed a decrease in the transcription factor MYCN and a reduction in acetylation of 
several histone marks by Western blot’s analysis. Further studies are underway to determine 
the mechanism of action of disulfiram. This study shows the potential of disulfiram in the 
treatment of neuroblastoma.  
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L’épigénétique est l’étude des modifications de l’activité des gènes ou de l’expression 
des gènes sans modifier la séquence de l’ADN en elle-même [1]. Ces changements dans 
l’expression génique peuvent ensuite être transmis aux cellules filles lors de la méiose et la 
mitose [1-5]. De nombreux types de modifications épigénétiques existent pour mener à une 
reprogrammation cellulaire qui est réglementée par une variété de différentes enzymes. Les 
deux modifications les plus étudiées sont la méthylation et l’acétylation, mais la régulation 
épigénétique peut être réalisée également par la phosphorylation, l’ubiquitination et la 
sumoylation [1-3, 5]. 
Le domaine de l’épigénétique peut-être séparé en trois classes principales : la 
méthylation de l’ADN, les modifications de la chromatine, et microARN [1, 6]. Les deux 
classes de modifications épigénétiques les plus fréquemment étudiées sont la méthylation de 
l’ADN et des modifications post-traductionnelles de la chromatine [1, 6]. Dans l’ensemble, les 
changements épigénétiques sont nécessaires pour le développement des cellules, la 
différenciation et la survie cellulaire normale, par conséquent, toutes les dérégulations dans les 
voies épigénétiques peuvent avoir des conséquences importantes sur le phénotype de la cellule 
[1-3, 5]. Contrairement à des mutations somatiques, les modifications de l’épigénome d’une 






Figure 1. Différentes modifications épigénétiques:  
Représentation de la méthylation de l'ADN au niveau des cytosines ainsi que des 




Les protéines épigénétiques peuvent être caractérisées fonctionnellement comme étant 
des marqueurs, des effaceurs, ou des lecteurs. Les marqueurs sont des enzymes qui transfèrent 
les marques épigénétiques sur les histones ou sur l’ADN [8, 9]. Les marqueurs les plus connus 
sont les ADN méthyltransférases (DNMTs) et les histones acétyltransférases (HAT). Au 




histones (ADN déméthylases et histone désacétylases HDAC) [8, 9]. Enfin, les lecteurs 
épigénétiques sont des protéines qui se lient sur ces marques épigénétiques, transmettant ainsi 
un signal, soit pour induire la transcription des gènes, soit pour réprimer de la transcription via 
le recrutement d’autres protéines. Il existe de nombreux types de lecteurs épigénétiques qui se 
lient à plusieurs marques épigénétiques mentionnées précédemment [9]. Par exemple, 
certaines protéines avec un bromodomaine reconnaissent les résidus acétylés des histones, 
tandis que d’autres protéines comme la protéine de liaison CpG méthyle 2 (MeCP2) qui se 
fixent sur l'ADN méthylé [9]. 
 
 
1.1 La méthylation de l’ADN 
La méthylation de l’ADN est l’ajout d’un groupe méthyle par une enzyme DNMT aux 
cytosines situées principalement sur les dinucléotides CpG. Le donneur de groupement 
méthyle pour cette réaction est la S-adénosyl-L-méthionine (SAM) [10]. Certaines zones du 
génome sont enrichies pour des sites CpG, qui sont mentionnées comme des îlots CpG. Ces 
séquences d’ADN génomiques sont définies comme des tronçons d’environ 200 paires de 
bases comprenant plus de 50 % de répétitions de cytosine et guanine[11]. Les îlots CpG sont 
dispersés à travers le génome humain, mais sont plus concentrés dans des séquences répétées, 
les gènes d’empreintes, et dans plus de la moitié des promoteurs des gènes [12-14]. Dans les 
cellules normales, la méthylation de l’ADN est nécessaire pour le maintien d’un profil 
d’expression génique donné lorsque le matériel génétique est transmis de la cellule mère à des 




du chromosome X. De plus, la méthylation des îlots CpG est nécessaire pour la différenciation 
cellulaire et le développement des cellules normales [12, 15-17]. Il a également été démontré 
que la méthylation joue un rôle important dans l’expression de gènes spécifiques à certains 
tissus [14]. 
 
Figure 2. Méthylation de l’ADN : 
 Lorsque le promoteur d’un gène n’est pas méthylé, la machinerie transcriptionnelle 
peut fonctionner correctement et activer la transcription du gène. Par contre, lorsque le 
promoteur est hyperméthylé, il n’y a pas de transcription et donc le gène est réprimé [18]. 
 
La majorité de la méthylation de l’ADN est catalysée par trois types de DNMTs : 
DNMT1, DNMT3a et DNMT3b. Tout d’abord, DNMT1 est nécessaire pour maintenir les 
modèles de méthylation d’une cellule lorsqu’elle se divise en deux cellules filles transmettant 
ainsi l’information épigénétique d’une génération de cellules à l’autre [12, 19, 20]. Par 
conséquent, lorsque la cellule se divise, DNMT1 utilise le brin parental comme un modèle 
pour conserver de manière appropriée les profils de méthylation. Ensuite, DNMT3a et 
DNMT3b sont des enzymes responsables de l’ajout de nouveaux groupes méthyles aux 
cytosines qui ne sont pas méthylés précédemment, un phénomène aussi connu comme la 




La méthylation de l’ADN peut conduire à l’inactivation de gène par une variété de 
mécanismes différents. Tout d’abord, la méthylation de l’ADN agit comme un répresseur de la 
transcription directe principalement par le recrutement de lecteurs de méthylation d’ADN. Ces 
lecteurs sont des domaines de liaison aux groupes méthyles (MBD) et recrutent d’autres 
complexes répresseurs de la chromatine, sur les îlots CpG des promoteurs des gènes [5, 21-
23]. Il y a cinq protéines MBD identifiées à ce jour, la plus étudiée étant MeCP2. Une fois 
liées sur les résidus de cytosine méthylés, ces protéines MBD sont capables de recruter des co-
répresseurs supplémentaires qui induisent des changements dans la structure de la chromatine, 
conduisant à une répression génique [21]. Les types de corépresseurs recrutés par les protéines 
MBD comprennent les histones méthyltransférases (HMTS) et les histones désacétylases 
(HDAC). De cette manière, la méthylation de l’ADN modifie la chromatine ce qui va 
influencer l’expression génique [24]. Pour activer la transcription des gènes, les facteurs de 
transcription doivent se lier sur les îlots CpG non méthylés dans des régions promotrices. Par 
conséquent, par méthylation des îlots CpG, ces facteurs de transcription sont bloqués et ne 
peuvent accomplir leur fonction. Un autre moyen d’inactivation des gènes induits par 
méthylation de l’ADN, est le recrutement de protéines de liaison de groupes méthyle (MBPs), 
qui se lient sur des résidus cytosine méthylés et empêcher la liaison des facteurs de 
transcription [21, 22, 25]. 
 
1.2 Les modifications post-traductionnelles des histones 
La capacité pour le noyau d’une cellule à contenir d’aussi longs brins d’ADN ne serait 




enroulé autour des histones pour former des nucléosomes [26, 27]. Le nucléosome est formé 
par un octamère d’histones. Chaque octamère est constitué de deux fois quatre histones (H2A, 
H2B, H3 et H4) qui forment le cœur du nucléosome. Les nucléosomes sont reliés les uns aux 
autres par l’ADN de liaison et sont emballés ensemble pour former la chromatine [2]. 
. 
Figure 3. Modification post-traductionnelle des histones : 
 Listes des principales modifications possibles sur les queues des quatre sous-unités 
d’histone possible. Chaque sous-unité peut-être acétylée (Ac), méthylée (Me) ou encore 





Chaque histone contient une région C-terminale qui forme la partie globulaire de 
chaque nucléosome, et une région N-terminale, formant une queue qui peut être modifiée 
après la synthèse de la protéine, de manière covalente, par une variété d’enzymes [2, 26]. 
Selon les modifications post-traductionnelles, la chromatine peut être relâchée nommée 
l’euchromatine ou bien compactée nommée l’hétérochromatine. Considérant que 
l’euchromatine favorise la transcription des gènes, hétérochromatine quant à elle est si 
étroitement compactée que la transcription des gènes est presque inexistante [2, 26, 29]. Les 
deux modifications des histones les plus couramment étudiées sont l’acétylation et la 
méthylation. Les autres modifications post-traductionnelles qui jouent un rôle dans les 
changements d’expression génique comprennent, entre autres, la phosphorylation, la 
sumoylation et l’ubiquitination [2, 26, 27, 30]. 
Il existe deux modèles en ce qui concerne les effets de l’acétylation des histones sur les 
changements structurels de la chromatine et la régulation de l’expression des gènes. Le 
premier modèle est l’acétylation des sous-unités d’histone H3 et H4 qui jouent un rôle clé dans 
le changement de polarité de la chromatine [2]. L’abondance de résidus lysines sur les queues 
d’histones rend la polarité positive de celle-ci. Par conséquent, lorsque des résidus de lysines 
ne sont pas acétylés, les histones sont fortement compactées avec les brins d’ADN chargés 
négativement, pour former de l’hétérochromatine [2]. D’autre part, lorsque les résidus de 
lysines sont acétylés, les charges positives sont neutralisées, favorisant ainsi la structure de la 
chromatine relâchée ce qui facilite la transcription des gènes [2]. Dans le second modèle, 
cependant, si on prend en exemple l’acétylation du résidu de lysine 14 de l’histone 3 
(H3K14ac) par l’HAT P300. Cette acétylation induit une expulsion du nucléosome, médiée 




de facteurs de transcription sont recrutés et assemblés pour induire l’expression du gène. 
L’importance de H3K14ac a été démontrée dans des études de mutation où les résidus de 
lysines sur l’histone H3 ont été mutés. La transcription devenait alors inexistante, ce qui 
démontre la nécessité de l’expulsion du nucléosome de H3K14ac pour favoriser la 
transcription des gènes [31]. 
L’acétylation et la méthylation des résidus de la queue des histones sont régulées par 
des réactions enzymatiques impliquant des marqueurs et des effaceurs épigénétiques [2, 32]. 
Les HAT et les HDAC sont des enzymes impliquées dans l’ajout et la suppression de groupes 
acétyles des résidus d’histones, respectivement. Les histones méthyltransférases (HMTS) et 
les histones déméthylases (HDMT), au contraire, sont impliquées dans l’ajout et la 
suppression des groupes méthyles [2, 32]. 
Par rapport à la méthylation de l’ADN, les modifications des histones sont plus 
complexes en termes d’activation ou de répression de la transcription des gènes. Deux facteurs 
entrent en jeu lorsque l’on étudie l’expression génique induite par des modifications des 
histones [5, 26]. Tout d’abord, le type de modification présent sur un résidu de la queue 
d’histone déterminera si la transcription du gène est activée ou réprimée. Deuxièmement, la 
position du résidu sur la queue modifiée va influencer la formation soit de l’euchromatine ou 
la formation de l’hétérochromatine [5, 26]. Dans la plupart des cas, l’acétylation de la queue 
histone est associée à une augmentation de l’expression génique. La méthylation des queues 
d’histone, pour sa part, peut être liée soit à une marque d’activation ou de répression, en 
fonction de la position du résidu d’histone modifié [2, 33]. En outre, lorsqu’on se réfère à la 




ou tri-méthylé, le nombre de groupe méthyle rajouté à un résidu donné peut également 
déterminer si les gènes sont transcriptionnellement actifs ou réprimés [2, 34]. 
1.2.1 Les histones désacétylases 
Les HDACs sont des effaceurs épigénétiques qui éliminent l’acétylation des résidus de queue 
d’histone. Ils peuvent être divisés en quatre classes principales, en fonction de leurs séquences 
peptidiques tertiaires, la localisation cellulaire et de leurs fonctions [26, 32]. Les HDAC 1, 2, 3 
et 8 sont situées dans le noyau de la cellule, ce qui représente la classe I. Classe I HDAC joue 
un rôle clé dans la désacétylation des protéines histones dans le noyau. Les HDACs de 
classe II (4, 5, 6, 7, 9 et 10) sont présentes dans le cytoplasme et le noyau, fonctionnant 
comme une enzyme de désacétylation des protéines non-histones [26, 32, 35, 36]. La famille 
des sirtuines (sirtuines 1-7) représente la classe de HDAC III. Enfin, HDAC11, une protéine 
cytoplasmique, est la seule enzyme qui constituent la classe IV [26, 32, 35, 36]. Comme elle 
présente une homologie de séquence aux classes I et II, HDAC11 est considérée comme une 
hybride entre les deux classes d’HDAC [26, 32, 35, 36]. Fait intéressant, les HDAC de classes 
différentes sont connues pour interagir les unes avec les autres lors de l’exécution de leurs 
fonctions et dans certains cas, elles forment des complexes de protéines sur les queues 
d’histone. Afin d’accomplir leur fonction de désacétylation, les HDAC nécessitent des 




tandis que la famille des sirtuines 
nécessite le NAD
+





Figure 4. Les HDACs et HATs :  
Effet des HDACs et HATs sur la machinerie transcriptionnelle. Les HDACs vont 
retirer les groupements acétyles (Ac) et réprimer l’expression génique tandis que les HATs 
vont ajouter des groupements Ac pour favoriser la transcription [37]. 
1.2.2 Les histones acétyltransférases 
 
En ce qui concerne l’activation de la transcription génique, l’acétylation des histones 
est de loin la modification post-traductionnelle la plus étudiée. Les HAT sont classées selon 
les familles suivantes : MYST, GNAT, ou CBP [32, 33, 38]. En outre, toutes les HAT 
partagent une caractéristique commune : elles utilisent l’acétyle-CoA comme un groupe 
donneur d’acétyle dans leurs réactions enzymatiques [39, 40]. 
Premièrement, la famille MYST est composée de cinq membres clés chez les 




cette famille est la présence d’un domaine MYST et d’un domaine lecteur de l’acétylation 
d’histone appelé bromodomaine [39, 40]. En fonction de leurs partenaires de liaison, les HAT 
de type MYST présentent des fonctions différentes, soit oncogénique, soit suppresseur de 
tumeur [40]. Par exemple, les membres de cette famille sont en mesure d’agir comme co-
activateurs de la transcription des protéines importantes dans la régulation des voies de 
prolifération cellulaire et de la survie tels que NF-kB et l’oncogène C-MYC [39]. Ils peuvent 
également assumer des fonctions apoptotiques et anti-prolifératives en activant la voie de 
l’apoptose par l’acétylation de p53. Ils ont également été associés à des gènes d’activation 
impliqués dans la réponse aux dommages de l’ADN et à la réparation de l’ADN, comme 
l’ataxie télangiectasie mutée (ATM), une protéine impliquée dans la voie de p53 et la 
phosphorylation de γ-H2AX. Une fois phosphorylée, les deux protéines peuvent activer et 
recruter la machinerie de réparation de l’ADN vers les sites nécessaires [38-40]. 
Tableau I. Membre de la famille des MYST. 
HAT   Histone ciblée 
MOZ H2A, H2B, H3, H4 
TIP60 H4, H3, H2A 
HBO1 H3, H4 
MOF H4, H3, H2A 
MORF H4, H3 
 
Deuxièmement, il y a trois enzymes qui composent principalement la famille d’histone 
acétyltransférase GNAT chez les humains : GCN5, PCAF et HAT1 [38, 41, 42]. Les membres 




préférentiellement acétylés sont sur la sous-unité d’histone H3. Comme dans le cas de la 
famille MYST, les GNAT acétylent entre autre le gène suppresseur de tumeur p53, activant 
ainsi ses fonctions apoptotiques [38, 43]. 
Tableau II. Membre de la famille des GNAT. 
HAT  Histone ciblée 
GCN5 H3, H4 
PCAF H3, H4 
HAT1 H4, H2A 
 
Finalement, les membres de la famille de CBP sont légèrement différents des membres 
des deux autres classes pour deux raisons principales. Tout d’abord, la structure de l’HAT 
CBP diffère par rapport aux deux autres classes [44, 45]. Contrairement aux autres HATs, 
CBP et P300 contiennent des régions riches en cystéine-histidine. Deuxièmement, des 
différences d’interaction entre protéines, et par conséquent des complexes de protéines, sont 
également observées [44, 45]. En plus de l’acétylation des résidus d’histones, ces protéines 
sont également impliquées dans l’acétylation du gène suppresseur de tumeur p53, médian ainsi 
l’apoptose. Il a été récemment montré que CBP et P300 sont également impliqués dans 








Tableau III. Membre de la famille de CBP. 
HAT  Histone ciblée 
CBP H2A, H2B, H3, H4 
P300 H2A, H2B, H3, H4 
 
Bien que toutes les HAT partagent des structures de domaine de base très similaires 
dans les trois familles, chaque enzyme cible des histones et des résidus spécifiques sur les 
queues des histones, principalement les lysines des histones H3 ou H4 [38, 45, 47]. Par 
exemple, les membres de la famille de GNAT sont plus spécifiques pour les résidus de 
queue H3, alors que les membres de MYST préfèrent des substrats H4 [38, 45, 47]. La 
famille CBP/P300 n’a pas de préférence spécifique pour une sous-unité d’histones et acétyle 
les sous-unités H2A, H2B, H3, H4 et à des fréquences égales. De plus, les HAT ont la 
possibilité de former des complexes de protéines avec des membres d’une même famille afin 
d’augmenter encore plus leurs activités [38, 45, 47]. 
Une relation très importante existe entre l’acétylation des histones et les lecteurs 
épigénétiques, puisque le début de la transcription du gène est souvent dépendant de ces deux 
types de protéines [8, 48-50]. Trois principaux types de lecteurs d’histones acétylées sont 
actuellement connus, avec la famille la plus caractérisée étant les bromodomaines. 
Récemment, deux autres types de lecteurs d’histones acétylés ont été découverts : le domaine 
PHD de la protéine à doigt de zinc DPF3b et le double domaine pleckstrine de la 




les résidus d’histones acétylées consécutifs et sont parfois nécessaires pour que l’activité des 
facteurs de transcriptions soit complète [8]. 
2.0 Le neuroblastome  
Le neuroblastome est un cancer du système nerveux périphérique [51, 52]. Il dérive de 
la lignée de la crête neurale sympathicosurrénale et se retrouve donc principalement au niveau 
des glandes surrénales. Le neuroblastome est l’une des tumeurs extra-crâniennes les plus 
fréquentes chez les enfants en bas âge et représente de 8 à 10 % des cancers pédiatriques aux 
États-Unis et en Europe. C’est un cancer très agressif qui cause plus de 15 % des décès par 
cancer chez l’enfant. Plus de 50 % de ces tumeurs surviennent chez des enfants de moins de 
2 ans [51, 53]. L’incidence du neuroblastome a augmenté ces dernières années. Il est associé à 
un mauvais pronostic chez les enfants de plus de 18 mois avec un taux de survie de 66 % [51, 
54]. Le neuroblastome chez les enfants de 18 mois ou plus est souvent non résécable ou 
métastatique et nécessite une thérapie intensive multimodale comprenant la chimiothérapie, la 
chirurgie, la radiothérapie ainsi que l’immunothérapie. Dans la majorité des patients, une 
réponse initiale est observée, cependant, 35 à 40 % de ces patients font par la suite une rechute 
avec des tumeurs résistantes à la thérapie [55, 56]. Le neuroblastome chez les enfants de 
moins de 18 mois se comporte très différemment. La plupart des nourrissons (moins de 18 
mois), même avec une maladie métastatique, peuvent être guéris avec la chimiothérapie, et 
certains patients avec un motif spécial de métastases ont une forte probabilité de subir une 
régression spontanée de la tumeur sans chimiothérapie [56]. Les bases moléculaires du 
développement du neuroblastome et de sa progression sont encore mal comprises. Les 




MYCN, les mutations activatrices du gène ALK, le gain du bras de chromosome 17q et les 
pertes des bras 1p, 3p et 11q. Le neuroblastome est un cancer connu pour avoir très peu de 
mutations héréditaires avec seulement 1-2 % des patients ayant des antécédents familiaux de 
cette maladie [54, 57]. De ces 2 % de neuroblastomes héréditaires, deux mutations sont 
particulièrement connues et fréquentes, la mutation activatrice dans le gène ALK (dans 75 % 
des neuroblastomes héréditaires) et la mutation inactivatrice du gène PHOX2B (dans 5 % des 
cas héréditaires) [57, 58]. Des études ont identifié plusieurs polymorphismes de gènes associés 
à un faible risque qui comprennent BARD1, LMO1 et LIN28B [54, 59]. Cependant, aucun cas 
de neuroblastome héréditaire n’a été associé à des mutations germinales des gènes autres que 
ALK et PHOX2B, et aucune mutation n’a été associée à la régression spontanée [54]. 
2.1 La classification du neuroblastome  
Le neuroblastome peut-être classé selon deux méthodes, soit par son stade de progression, soit 
par des facteurs de risque. Tout d’abord, pour la classification par stade, elle se fait par le 
système international de gradation du neuroblastome (INSS). Selon ce système de gradation, il 
existe 6 stades de neuroblastome : stade 1, 2 a, 2 b, 3, 4 et 4 S [60-62]. Le stade 1 est une 
tumeur localisée confinée à la zone d’origine et peut être enlevé complètement lors d’une 
intervention chirurgicale. Les ganglions lymphatiques attachés à la tumeur retirée pendant la 
chirurgie peuvent ou non contenir des cellules malignes, mais d’autres ganglions lymphatiques 
proches de la tumeur ne doivent pas en contenir [60-62]. Le stade 2a est une tumeur 
unilatérale avec résection incomplète. La tumeur se trouve seulement dans la région d’origine 
et ne peut pas être complètement enlevée lors de la chirurgie. Les ganglions lymphatiques 
avoisinants ne contiennent pas de cellules malignes [60-62]. Le stade 2 b est une tumeur 




zone où elle a commencé et peut, ou ne peut pas, être complètement enlevée lors de la 
chirurgie, mais les ganglions lymphatiques avoisinants contiennent des cellules cancéreuses. 
Le stade 3 est une tumeur infiltrant à travers la ligne médiane avec ou sans la participation des 
ganglions lymphatiques, ou une tumeur unilatérale avec atteinte ganglionnaire controlatérale, 
ou encore une tumeur infiltrant à travers la ligne médiane avec atteinte des ganglions 
lymphatiques bilatéraux [60-62]. La tumeur bilatérale ne peut pas être enlevée par chirurgie. 
Elle se propage aux ganglions lymphatiques régionaux (ganglions lymphatiques proches de la 
tumeur) ou d’autres zones proches de la tumeur, mais pas à d’autres parties du corps. Le 
stade 4 est une tumeur diffusée aux ganglions lymphatiques éloignés, les os, la moelle osseuse, 
le foie, la peau et/ou d’autres organes [60-62]. Finalement, pour le stade 4S, la tumeur 
primaire est constituée par un stade 1, 2a ou 2 b et les métastases se retrouvent uniquement sur 
la peau, le foie et/ou la moelle osseuse, chez les nourrissons de moins d’un an. La propagation 
au niveau de la moelle osseuse est minime et doit représenter moins de 10 % des cellules de la 





Figure 5. Stade des tumeurs de neuroblastomes en fonction du INSS :  
Représentation des différents stades de neuroblastomes selon le système international 
de gradation du neuroblastome (INSS) ainsi que la localisation des tumeurs et les sites 
possibles de métastases (chiffre de 1 à 4). 
 
De plus, le neuroblastome peut-être classé selon le système international de gradation 
du neuroblastome par groupes de risque (INGRSS) [63]. Ce système comporte 4 stades 
différents : L1, L2, M et MS. Le stade L est une tumeur localisée sans facteur de risque 
d’image définie. Le stade L2 est une tumeur localisée avec facteur de risque d’image définie. 
Le stade M est une tumeur métastatique et le stade MS est une tumeur métastatique spéciale 
équivalente au stade 4S [63, 64].  
De plus, la classification par INSS et INGRSS est souvent associée à une gradation du 




risque. Les facteurs déterminants le niveau de risque sont les suivants : l’âge au moment du 
diagnostic, la catégorie histologique, le grade de la tumeur ou comment la tumeur est 
différenciée, le statut d’amplification du gène MYCN, l’état du chromosome 11q et la ploïdie 
des cellules tumorales qui correspond au contenu en ADN des cellules tumorales [64, 65]. 
2.2 Les traitements pour le neuroblastome  
De nos jours, on compte six traitements principaux soit : la chirurgie, la 
chimiothérapie, la radiothérapie, la transplantation de cellules souches/moelle osseuse, 
l’immunothérapie et la thérapie par l’acide rétinoïque [66-68].  
Tout d’abord, la chirurgie est l’ablation de la tumeur et de certains tissus sains 
environnants pendant une opération. Si le cancer n’est pas propagé, la chirurgie peut parfois 
être utilisée pour enlever toute la tumeur [69, 70]. Cependant, la plupart des neuroblastomes 
sont diagnostiqués qu’après la propagation du cancer. Même si une tumeur ne peut pas être 
retirée en raison de son emplacement, une biopsie chirurgicale est effectuée pour déterminer le 
type de tumeur [69, 70]. Si la tumeur ne peut pas être complètement enlevée, l’enfant peut 
recevoir la radiothérapie et la chimiothérapie pour détruire les cellules cancéreuses restantes. 
En outre, le médecin peut faire une biopsie du foie ou de la moelle osseuse pour savoir si la 
maladie est propagée au foie ou la moelle osseuse [68, 69]. 
La chimiothérapie est l’utilisation de médicaments pour détruire les cellules 
cancéreuses, habituellement en arrêtant la capacité des cellules cancéreuses de se développer 
et à se diviser. La chimiothérapie systémique pénètre dans la circulation sanguine pour 
atteindre les cellules cancéreuses dans tout le corps [68, 71]. Un régime de chimiothérapie est 




définie. La plupart des enfants atteints d’un neuroblastome devront avoir une chimiothérapie. 
La chimiothérapie peut être utilisée comme traitement principal pour le neuroblastome [68, 
71]. Elle peut également être donnée avant la chirurgie pour réduire la charge tumorale ou 
après la chirurgie pour détruire les cellules cancéreuses restantes. Les médicaments utilisés 
pour la chimiothérapie sont les suivants : le busulfan (Busulfex, Myleran), le carboplatin 
(Paraplatin), le cisplatin (Platinol), la cyclophosphamide (Neosar), la doxorubicin 
(Adriamycin, Doxil), l’etoposide (VePesid, Toposar), l’ifosfamide (Ifex), le melphalan 
(Alkeran), le thiotepa, le topotecan (Hycamtin), la Vincristine (Vincasar) [66, 68, 69, 71]. 
La radiothérapie est l’utilisation de rayons X à haute énergie ou d’autres particules 
pour détruire les cellules cancéreuses. Le type le plus commun de traitement de radiothérapie 
est appelé la radiothérapie à faisceau externe, qui est un rayonnement donné à partir d’une 
machine à l’extérieur du corps [69-71]. Un régime de radiothérapie est généralement constitué 
d’un certain nombre de traitements donnés sur une période de temps définie. Les effets 
secondaires de la radiothérapie peuvent inclure la fatigue, les réactions cutanées légères, les 
maux d’estomac et les selles molles [69-71]. La plupart des effets secondaires disparaissent 
peu après que le traitement soit terminé.  
Une greffe de cellules souches est une procédure médicale dans laquelle la moelle 
osseuse pathologique est remplacée par des cellules hautement spécialisées, appelées cellules 
souches hématopoïétiques [70-72]. Les cellules souches hématopoïétiques sont des cellules 
hématopoïétiques trouvées à la fois dans la circulation sanguine et dans la moelle osseuse. 
Aujourd’hui, cette procédure est plus communément appelée une greffe de cellules souches, 
plutôt qu’une greffe de moelle osseuse [70-72]. En effet, ce sont les cellules souches du sang 




recommander la transplantation, les médecins vont parler avec le patient sur les risques de ce 
traitement et tenir compte de plusieurs autres facteurs, tels que le type de cancer, les résultats 
de tout traitement antérieur, l’âge du patient et son état de santé générale [70-72]. Il existe 2 
types de transplantation de cellules souches en fonction de la source des cellules souches du 
sang de remplacement : allogéniques (ALLO) et autologue (AUTO). Les transplants AUTO 
sont le plus souvent utilisés pour les enfants atteints d’un neuroblastome à haut risque. Dans 
une greffe AUTO, les propres cellules souches du patient sont utilisées. Les cellules souches 
sont obtenues à partir du patient quand il ou elle était en rémission d’un traitement antérieur. 
Les cellules souches sont ensuite congelées jusqu’à ce qu’elles soient nécessaires, 
généralement après que le traitement par immunothérapie à haute dose soit terminé [70-72]. 
L’objectif de la transplantation est de détruire les cellules cancéreuses dans la moelle osseuse, 
du sang et d’autres parties du corps et de permettre aux cellules souches de recréer une moelle 
osseuse saine. Dans la plupart des transplantations de cellules souches, le patient est traité avec 
des doses élevées de chimiothérapie pour détruire le plus grand nombre de cellules 
cancéreuses possible [70-72]. Cela détruit également les tissus de la moelle osseuse du patient 
et inhibe son système immunitaire. Après que le traitement à haute dose soit administré, les 
cellules souches du sang sont perfusées dans les veines du patient pour remplacer la moelle 
osseuse et restaurer la composition sanguine normale. Des études européennes suggèrent que 
le busulfan et le melphalan peuvent causer moins d’effets secondaires et peuvent également 
être plus efficaces que le carboplatine et l’étoposide [70-72]. Après la transplantation de 
cellules souches, de nouvelles cellules sanguines commencent à se faire, et se transforment en 
tissu sanguin sain en 10 jours à 3 semaines. Détruire la propre moelle du patient réduit les 




Jusqu’à ce que le système immunitaire du patient soit de retour à la normale, les patients 
peuvent avoir besoin d’antibiotiques et des transfusions sanguines. Ils doivent également 
respecter certaines restrictions de sécurité fournies par l’équipe de soins pour éviter les 
infections [70-72].  
Dans une greffe AUTO, il y a peu de risque de rejet de tissus, car les cellules souches 
de remplacement sont les propres cellules du patient. Cependant, il y a un risque dans une 
greffe autologue que certaines des cellules qui sont mises dans le patient puissent encore être 
cancéreuses [70-72]. 
Les rétinoïdes sont des substances qui sont semblables à la vitamine A. L’acide 13-cis-
rétinoïque (RA) est donnée aux enfants atteints d’un neuroblastome à haut risque après 
l’achèvement du traitement de consolidation par greffe AUTO [70, 71]. Une étude a montré 
que lorsque des enfants qui étaient en rémission suite à une greffe de cellules souches ont reçu 
la RA, leurs risques de récidives étaient réduits [70, 71]. 
Finalement, le dernier traitement couramment utilisé pour le neuroblastome à haut 
risque est l’immunothérapie [70, 71]. L’immunothérapie est conçue pour renforcer les 
défenses naturelles de l’organisme pour combattre le cancer. Elle utilise des composés faits 
soit par le corps, soit dans un laboratoire pour renforcer, cibler ou restaurer la fonction du 
système immunitaire. GD2 est un composé sur la surface des cellules, appelée 
disialoganglioside, que l’on trouve en grandes quantités dans la plupart des neuroblastomes 
[70, 71]. Une variété d’anticorps monoclonaux dirigés contre GD2 ont été utilisés pour traiter 
les patients atteints de neuroblastome [70-72]. Un anticorps monoclonal est une substance 




l’organisme pour lutter contre des maladies telles qu’une tumeur. L’immunothérapie et la RA 
sont maintenant une partie du traitement standard pour les patients atteints d’un neuroblastome 
à haut risque [70-72].  
2.3 Amplification du facteur de transcription MYCN 
Depuis que MYCN a été découvert comme étant un facteur de transcription 
couramment amplifié dans le neuroblastome, les mécanismes par lesquels il contribue à la 
tumorigénèse du neuroblastome et des stratégies pour le cibler ont été étudiés intensivement 
[73, 74]. Il a été mis en évidence que l’amplification de MYCN dans les tumeurs est associée à 
de moins bons pronostics. Cela a conduit à l’intégration de MYCN dans les protocoles de 
stratification du risque pour le traitement du neuroblastome. Les gènes de la famille MYC 
(MYC, MYCN et MYCL) sont impliqués dans presque tous les processus biologiques [74, 
75]. Les données indiquent que MYC et MYCN sont fonctionnellement interchangeables. 
MYCN a un rôle spatial et temporel plus restreint au cours du développement et 
principalement dans le développement neuronal [73-75]. 
 MYC est un membre de la famille des facteurs hélice-boucle-hélice de transcription-
fermeture éclair à leucine (bHLH-Zip) dont les membres se dimérisent avec MAX et se lient à 
des séquences d’ADN spécifiques appelés E-box [74, 76, 77]. MYC agit sur la transcription de 
2 façons différentes. Tout d’abord par un mécanisme direct dans lequel le dimère MYC/MAX 
se lie avec la E-box,puis recrute des complexes de chromatine afin qu’ils activent ou répriment 
la transcription [76-78]. D’autre part, MYC peut agir par un mécanisme indirect dans lequel le 
dimère MYC/MAX entre en compétition avec d’autres facteurs de transcription bHLH-Zip 




un amplificateur direct de gènes transcriptionnellement actifs et ne provoque pas directement 
la transcription ou la répression de novo du gène exprimé. Compte tenu de l’absence d’une 
signature transcriptionnelle classique et de la dépendance apparente de MYC pour la 
chromatine, des études ont suggéré que MYC agit comme un régulateur épigénétique [73, 79].  
MYC peut entraîner des modifications épigénétiques à un loci cible en relâchant la 
barrière nucléosomale, la rendant plus permissive pour la transcription. Il a été démontré que 
MYC se lie préférentiellement à l’euchromatine et aux locis sensibles à la DNase. MYC 
recrute des complexes macromoléculaires remodelant la chromatine à son loci cible [79, 80]. 
MYC cause ses effets oncogéniques en se liant à des cofacteurs via un domaine d’acides 
aminés hautement conservé dans son domaine de transactivation N-terminale appelé MYC 
Box II (MBII). Il a été démontré que la protéine de transformation/transcription associée à un 
domaine (TRRAP) se lie à MYC au site MBII. La suppression de MBII ou l’inhibition de 
TRRAP induit une transformation oncogénique [76, 79]. Grâce a TRRAP, MYC est en mesure 
de recruter les HAT GCN5 et Tip60 à ses cibles. En outre, MYC est également connu pour se 
lier à la protéine de liaison des motifs TATA (TBP), un membre du complexe de préinitiation 
de la transcription et à la protéine cAMP-response-element-binding protein (CBP), une moitié 
du complexe coactivateur CBP/p300, qui a des fonctions de HAT et de scaffolding [77, 79, 
81]. Bien que TBP n’a pas d’activité de HAT, sa liaison à MYC suggère que MYC est en 
mesure de recruter l’ADN polymérase de type 2 (Pol II) pour activer la transcription. Par 
conséquent, grâce à ses partenaires de liaison, MYC est capable de réguler la chromatine pour 
exercer sa fonction. L’impact fonctionnel des histones acétylées est une réduction générale de 
la barrière nucléosomale, l’augmentation de la liaison de cofacteurs, et une activité accrue de 




de manière à favoriser la transcription par leur activité acétyltransférase, mais elle ne se limite 
pas aux histones. Il a également été démontré que MYC est un substrat de l’activité 
acétyltransférase et que GCN5, Tip60 et CBP/p300 peuvent tous acétyler MYC. L’acétylation 
de MYC stabilise la protéine et empêche sa dégradation par le protéasome augmentant ainsi 
l’activité de MYC [79, 82]. Cela démontre que non seulement les HAT recrutées par MYC 
sont essentielles à la transcription d’un gène cible, mais aussi qu’elles sont essentielles pour 
maintenir la fonction de MYC en le stabilisant [80, 83].  
 
Figure 6. MYC forme un complexe avec MAX et se lie à l'ADN 
Schéma représentant la formation du complexe MYC/MAX, ainsi que le recrutement 
de HATs par celui-ci au nucléosome(b,c).  MYC recrute ensuite la machinerie 




2.4 Altération génétique et épigénétique dans le neuroblastome 
Le neuroblastome étant un cancer ayant très peu de mutations ponctuelles récurrentes, 
il est causé principalement par d’autres altérations génétiques et/ou épigénétiques. Tout 
d’abord pour les altérations génétiques, on retrouve deux types d’altérations différentes ayant 
le plus gros impact sur le neuroblastome [57, 58, 84]. Il y a l’amplification du facteur de 
transcription MYCN décrite précédemment ainsi que les aberrations chromosomiques. En 
général, les tumeurs de patients au stade 1 ou 2 sont hyperdiploïdes ou quasi-triploïde et ont 
peu, le cas échéant, d’aberrations de structure. Ce sous-type génétique de la tumeur est 
fréquent chez les patients de moins de 1 an, où les tumeurs sont localisées et ont un 
bon pronostic [84, 85]. Bien que la ploïdie peut prédire les effets chez les nourrissons, 
l’importance sur le pronostic de la ploïdie est perdue pour les patients âgés de 1 à 2 ans, 
probablement en raison des aberrations chromosomiques dans les tumeurs diploïdes qui 
contribuent à la dérégulation des voies liées au cancer [84, 85]. De nombreuses tumeurs de 
neuroblastome affichent un statut diploïde et ont des gains partiels, des pertes partielles, des 
amplifications ou d’autres aberrations chromosomiques. Des altérations chromosomiques 
structurelles récurrentes couramment associées à un stade avancé de la maladie et un mauvais 
pronostic comprennent la suppression des bras chromosomiques 1p, 3p, 4p et 11q, et le gain 
du bras de chromosome 17q [52, 54, 86]. 
La perte d’hétérozygotie (LOH) du bras court du chromosome 1p est identifiée dans 20 
à 35 % des neuroblastomes. Cette aberration est fréquemment associée à l’amplification de 
MYCN. Elle est présente dans 70 % des neuroblastomes agressifs.   Il a été rapporté que 1p 
LOH est indépendamment associée à un mauvais pronostic [67, 87, 88]. L’identification de 




région la plus courte de la délétion hétérozygote (couvrant 261 kb) à 1p36.3. L’un des 
premiers gènes identifiés est le chromodomaine hélicase avec un domaine de liaison à 
l’ADN 5 (CHD5), situé sur la région 1p36.31 [67, 87, 88]. En outre, des études suggèrent 
fortement que l’inactivation du second allèle de CHD5 dans le neuroblastome produit une 
répression épigénétique. Un certain nombre de gènes suppresseurs de tumeur dans le 
neuroblastome ont été associés à 1p36 [84, 87-89].  
Une autre aberration chromosomique commune associée à une tumeur agressive est 
11q LOH, survenant dans environ 40-45 % des cas [52, 91, 92]. Bien quelle soit inversement 
corrélée avec l’amplification de MYCN, un petit sous-ensemble de tumeurs affiche à la fois 
une LOH 11q et une amplification de MYCN. De nombreuses études suggèrent que MYCN 
amplifié et une LOH 11q représentent deux sous-types distincts de tumeurs neuroblastomes, 
qui peuvent tous deux être associés à un mauvais pronostic. Actuellement, deux gènes ont été 
associés avec la perte de 11 q, soit : la perte du gène H2AFX, situé dans la région 11q23.3 [91-
93]. Ce gène joue un rôle dans la modification de la stabilité génomique, et augmente le risque 
de cancer chez la souris. Le deuxième gène est la molécule d’adhérence cellulaire 1 (CADM1) 
qui transcrit une protéine d’adhésion cellulaire impliquée dans le développement des 
cellules nerveuses [91-93]. CADM1 était significativement régulée à la baisse dans les 
tumeurs avec 11q LOH et significativement associée aux stades avancés du neuroblastome et à 
un mauvais pronostique [91-93]. La surexpression de CADM1 a révélé une inhibition 
significative de la prolifération cellulaire et la formation de colonies ce qui démontre que 




     
Figure 7. Les aberrations chromosomiques dans le neuroblastome :  
Schéma de certaines aberrations chromosomiques menant au stade 1, 2A et 2B selon l’INSS 
dans le neuroblastome. Le type 1 est causé par une triploïdie lors de la division cellulaire alors 
que les types 2 sont causés par différents gain et perte de bras de chromosomes ainsi qu’une 
amplification de MYCN pour le type 2B [54]. 
 
L’aberration chromosomique la plus commune trouvée dans les tumeurs de 
neuroblastome est le gain déséquilibré de 17q (segment 17q21-qter), survenant dans environ 
70 % des tumeurs [54, 94]. Fréquemment, cette aberration est causée par la translocation du 
secteur 17q21-qter et la partie distale des chromosomes 1p ou 11q [94, 95]. De nombreuses 
études ont rapporté qu’un gain de 17q est significativement associé à un stade avancé de la 




Ensuite, pour les altérations épigénétiques dans le neuroblastome, on retrouve 
principalement la méthylation de l’ADN. Comme mentionné précédemment, lorsqu’une 
région riche en cytosine et guanine appelée îlot CpG est méthylée dans le promoteur d’un 
gène, on observe une répression du gène [96, 97]. Or, le neuroblastome est un cancer connu 
pour être hyperméthylé et donc un grand nombre de gènes sont réprimés. Dans le 
neuroblastome, il y a des motifs spécifiques de méthylation qu’on peut détecter. Ces motifs 
sont appelés îlots CpG avec phénotype de méthylation (CIMP) [98, 99]. Ces CIMP auront un 
rôle très important dans le pronostic du neuroblastome comme on peut le voir à la figure 7 et 
ils peuvent servir comme marqueur de risque [98-100]. Dans le neuroblastome, on associe ces 
CIMP à la méthylation de plusieurs gènes impliqués dans le développement et la progression 
du cancer : RASSF1A, BLU, CYP26C1, FERD3L, CRYBA2, PCDHGC4, EMP3, HOXA9, 
NR1I2, CD44 et aussi CASP8 [98-101]. 
 
Figure 8. Les CIMP dans le neuroblastome:  
Survie de patients atteints par le neuroblastome (NBLs) dans une cohorte japonaise montrant 
la différence de survie sur une période de 100 mois. Les patients ayant des CIMP ont une 





Une des voies de signalisation qui est grandement affectée par les CIMP est la voie de 
l’apoptose. Que se soit au niveau de la voie extrinsèque ou encore la voie intrinsèque, on 
retrouve des gènes hyperméthylé. Dans ces voies, les DR (death receptor) TRAILR1 et 
TRAILR2, les DCRs (decoy receptors) TRAILR3 et TRAILR4, CASP8, APAF1 et également 
RASSF1A sont méthylés dans les lignées cellulaires de tumeurs primaires et de neuroblastome 
[97, 102, 103]. Ainsi, la méthylation de l’ADN affecte les voies apoptotiques au niveau du 






Figure 9. Voie de signalisation de l’apoptose dans le neuroblastome :  
Les modifications épigénétiques qui répriment l’expression de la caspase 8 (Casp8), 
RASSF1A, TRAILR1 (DR4), TRAILR2 (DR5), TRAILR3 (DcR1) et TRAILR4 (DcR2) vont 





3.0 Médicaments épigénétiques 
3.1.1 Inhibiteurs des histones désacétylases 
Les inhibiteurs des histones désacétylases (HDACi) sont divisés en quatre classes 
différentes en fonction de leur structure chimique [2, 104]. Les quatre classes de HDACi sont 
des acides gras à courte chaîne, des acides hydroxamiques, des peptides cycliques et des 
benzamides [105]. La grande majorité des HDACi qui sont déjà approuvés par la FDA ou qui 
sont actuellement en essais cliniques ciblent les classes d’HDAC I et II [104, 106]. Leur 
mécanisme d’action général est de bloquer le domaine catalytique des enzymes HDAC. Cet 
effet va empêcher les HDAC de reconnaître et de se lier sur ses cibles [2, 104]. Dans 
l’ensemble, les HDACi induisent une réactivation des gènes, la différenciation cellulaire et 
l’apoptose in vitro et in vivo [104, 107]. Ils inhibent aussi la formation de colonies et la 
progression du cycle cellulaire. Actuellement, il y a seulement quatre HDACi approuvés par la 
FDA pour le traitement du lymphome cutané à cellules T et le myélome multiple : le 
vorinostat (SAHA), la romidepsine, le belinostat et le panobinostat [104, 108, 109]. Les 
HDACi augmentent l’expression des gènes de différenciation et suppresseurs de tumeur dans 
de nombreux cancers [104, 105, 110]. Ils peuvent également inhiber la progression du cycle 
cellulaire en activant spécifiquement p21 et la voie de p53 [111]. Le Vorinostat et les autres 
HDACi exercent leurs effets par l’induction du stress oxydatif, et augmentent l’expression des 
gènes régulateurs du cycle cellulaire et les récepteurs de mort de surface cellulaire [36, 111]. 
Beaucoup de HDACi approuvés par la FDA et nouvellement développés sont actuellement en 
essais cliniques pour traiter différents types de cancers, incluant le mélanome, le méningiome, 
la leucémie et le cancer de la prostate (NCT01265953, NCT02032810, NCT01798901, 




lorsqu’ils sont administrés à des patients, ils ont des effets limités. Par conséquent, des 
données récentes ont émergé interrogeant le mécanisme et l’efficacité des HDACi [112, 113]. 
Parce que ces composés augmentent l’acétylation des histones, ils peuvent en fait potentialiser 
les effets de recrutement de MYC par les bromodomaines.  
3.1.2 Les inhibiteurs des histones acétyltransférases 
En comparaison avec les HDACi, les histone acétyltransférases (HATi) sont beaucoup 
moins caractérisées [105]. Le développement et l’évaluation de certains HATi in vitro sur des 
lignées cellulaires de leucémies ont démontré leur efficacité, mais seulement la curcumine, 
une molécule naturelle qui cible P300/CBP, est testée en essai clinique pour traiter des cancers 
du pancréas, du côlon et du sein (NCT02724202, NCT00094445, NCT00192842) [111]. La 
curcumine a montré des résultats prometteurs sur le cancer de la prostate in vitro. 
Les différences structurelles entre les familles de  HAT ont permis le développement de 
molécules qui ciblent les HAT spécifiquement [114]. Par exemple, le α-méthylène-γ-
butyrolactone 3 (MB-3) cible spécifiquement GCN5. MB-3 peut potentiellement être utilisé 
comme un supplément aux médicaments de chimiothérapie dans tous les patients porteurs de 
la translocation E2A-PBX1 puisque GCN5 stabilise cette translocation en l’acétylant [114]. 
Une autre molécule qui est actuellement étudiée est le garcinol, un inhibiteur de P300 et de 
PCAF d’origine naturelle. Il agit comme un HATi par liaison sur deux sites situés sur HAT, 
liant l’acétyle-CoA et le domaine de liaison de l’histone, supprimant ainsi la croissance des 
cellules [81, 115, 116]. En dehors de la curcumine, les inhibiteurs de CBP/P300 comprennent 
ICG-001, chetomin, et C646. ICG-001 inhibe les interactions entre CBP et la β-caténine 
spécifiquement, mais n’a aucun effet sur P300 [117, 118]. Lorsque testé contre la leucémie 




lorsqu’il est combiné avec des régimes de chimiothérapie conventionnels [117, 118]. Aussi, 
chetomin est une molécule qui bloque l’interaction entre CBP et P300 avec HIF-1, ce qui 
induit la différenciation cellulaire dans un modèle in vitro de gliome [119]. Enfin, le 
composé C646 cible spécifiquement ETO dans les leucémies myéloblastiques aiguës en 
induisant l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Il a également été démontré que C646 
sensibilise les cellules de mélanome à des médicaments de chimiothérapie lors d’un traitement 
en combinaison [120, 121]. D’autres molécules ciblant TIP60 sont également en cours 
d’étude. Par exemple, l’acide anacardique sensibilise les cellules HeLa à la radiothérapie, alors 
que NU9056 et TH1834 diminuent la viabilité cellulaire dans des modèles in vitro de cancer 
de la prostate et du sein [122-124]. 
3.2 Inhibiteurs des ADN méthyltransférases  
La décitabine (5-aza-deoxycytidine) et l’azacytidine (5-aza-cytidine) agissent comme 
des analogues nucléosidiques qui sont incorporés dans l’ADN des cellules qui se divisent et 
forment un complexe avec les DNMTs conduisant à leur dégradation, ce qui inhibe leurs 
fonctions [125-127]. Lors d’un traitement chez un patient avec un DNMTi, le traitement à 
faible dose induit un effet épigénétique, alors que les traitements à dose élevée induisent un 
effet cytotoxique dû à la formation d’adduits à l’ADN. Par conséquent, en traitant les patients 
avec une faible dose DNMTi, les effets cytotoxiques secondaires sont limités [128, 129]. 
Comme mentionné précédemment, des régions promoteurs de gènes suppresseurs de tumeur 
dans les cellules cancéreuses peuvent être hyperméthylées, conduisant à une répression 
épigénétique des gènes. Autres que la répression de gènes suppresseurs de tumeurs, des 
changements de méthylation de l’ADN affectent également les voies cellulaires clés [130]. 




comme p16 et DAPK sont impliqués dans la régulation du cycle cellulaire et l’apoptose. En 
outre, les gènes impliqués dans la suppression de la voie de signalisation Wnt et la réparation 
de l’ADN sont deux cibles supplémentaires d’hyperméthylation de l’ADN conduisant à une 
répression génique [130]. Les DNMTi ont d’abord été introduits dans les années 1980 comme 
de nouveaux médicaments potentiels pour le traitement de maladies hématologiques, y 
compris la leucémie pédiatrique [131-133]. Malgré une augmentation de la survie et des effets 
globalement positifs, la décitabine a quelques points négatifs, tels que les effets anticancéreux 
non spécifiques, une très faible stabilité en solution et un temps de demi-vie court [2, 134]. 
Malheureusement, la durée de la rémission chez les patients traités avec les DNMTi est 
généralement de courte durée, et le développement de la résistance au traitement est souvent 
observé [134]. Afin de corriger les points négatifs, les chercheurs ont commencé à travailler 
sur plusieurs autres analogues de DNMTi qui sont plus stables, plus spécifiques et moins 
toxiques que les deux médicaments originalement approuvés par la FDA. Ces nouveaux 
médicaments, qui comprennent DHAC (dihydro-5-azacytidine), FCDR (5-fluoro -2-
désoxycytidine) zebularine et SGI-110 sont actuellement en essais cliniques [105, 135]. Par 
conséquent, le besoin de combiner un traitement de DNMTi avec d’autres types de traitements 
épigénétiques ou cytotoxiques peut être la clé dans le traitement de certains sous-groupes de 
patients. 
3.3 Combinaison de médicaments épigénétiques 
En général, le traitement du cancer est impossible avec une thérapie simple à cause de 
l’hétérogénéité des tumeurs et le développement rapide de clones résistants. La même chose 
est vraie en ce qui concerne les thérapies épigénétiques. En tant qu’agent unique, les 




administrés à des patients [136]. Cependant, en combinaison, le potentiel de la thérapie 
épigénétique peut être amplifié. Les cellules cancéreuses malignes deviennent dépendantes de 
niveaux de méthylation de l’ADN anormaux et de modifications spécifiques des histones afin 
de survivre. Par conséquent, en ciblant plus d’une marque épigénétique, les cellules malignes 
perdent la capacité d’exprimer certaines protéines clés nécessaires à leur survie [137, 138]. 
Plusieurs groupes ont montré des résultats prometteurs dans des études qui combinent des 
médicaments épigénétiques soit à l’immunothérapie ou soit à des traitements de 
chimiothérapie conventionnels.  
 
4.0 Repositionnement de médicaments 
Le chemin qui mène à un nouveau médicament disponible sur le marché est long et 
coûteux, impliquant en moyenne 15 ans et jusqu’à 1,8 milliard $ US [150, 151]. Une stratégie 
plus efficace pour le développement de médicaments est d’utiliser de vieux médicaments pour 
de nouvelles indications [150, 151]. Bien que ce processus a gagné en popularité 
particulièrement pour le traitement de maladies infectieuses dans les pays en développement, 
sa portée et son potentiel ne sont pas très appréciés par de nombreux oncologues pédiatriques 
ou pédiatres en général [150, 151]. Le repositionnement devrait être particulièrement attrayant 
pour le traitement des enfants puisque l’utilisation de médicaments avec des profils de sécurité 
connus devrait permettre une accélération de nouvelles approches thérapeutiques [150, 151].  
C’est dans cette optique que Raynal et ses collègues ont utilisé un modèle en 2012 pour 
évaluer la réactivation de l’expression de gènes dans des cellules du cancer du côlon après un 




verte (GFP) à un promoteur de cytomégalovirus hyperméthylée (CMV). Par conséquent, si 
l’expression de GFP est augmentée, cela implique que le traitement induit des modifications 
épigénétiques dans chaque structure de la chromatine d’une cellule ou de méthylation de 
l’ADN [153]. Ce modèle leur a permis de démontrer deux résultats importants. Tout d’abord, 
ils ont caractérisé les niveaux de méthylation de l’ADN comme le signal épigénétique à long 
terme pour déterminer si l’expression du gène est activée ou désactivée. Deuxièmement, ils 
ont démontré l’importance des modifications de la chromatine dans les changements 
d’expression des gènes transitoires, ce qui implique que la chromatine peut potentiellement 
être une cible importante dans les thérapies épigénétiques contre différents cancers [153]. Le 
même modèle CMV-GFP hyperméthylé a été utilisé en 2016, lorsque Raynal et ses collègues 
ont examiné plus de 1100 médicaments approuvés par la FDA pour évaluer leurs potentiels 
épigénétiques et anticancéreux avec deux types posologiques différents [154]. Ils ont identifié 
onze médicaments comme étant les plus efficaces pour réexprimer la GFP et les ont séparés en 
trois classes différentes. La première classe contient des médicaments qui ont induit 
l’expression la plus forte de la GFP, les trois médicaments épigénétiques approuvés par la 
FDA, la décitabine, l’azacytidine et le vorinostat [154]. Ensuite, le deuxième groupe de 
médicaments induisant la plus grande réexpression contenait cinq glucosides cardiaques 
(ouabaïne, lanatoside C, digoxine, digitoxine et proscillaridine A) [154]. Fait intéressant, tous 
les glucosides cardiaques utilisés dans leur étude ont stimulé la réexpression de GFP. Enfin, la 
troisième classe contenait un antibiotique (oxyquinoline), un médicament anti-cancer (trioxyde 
d’arsenic) et un médicament utilisé dans le traitement de l’abus d’alcool chronique 
(disulfirame) [154]. Ils ont démontré également des changements dans les niveaux de calcium 




propriétés épigénétiques nouvellement identifiées ; ces mêmes changements dans les niveaux 
de calcium ne sont pas observés dans les médicaments épigénétiques approuvés par la FDA. 
Par conséquent, ils ont suggéré que la signalisation du calcium est un régulateur clé dans 
l’activation de l’expression de gènes suppresseurs de tumeur dans les cellules cancéreuses 
[154]. 
Dans le cadre du projet de recherche sur le neuroblastome, l’équipe de Raynal a donc 
testé l’efficacité et les effets de trois des médicaments qui ont été retenus après le criblage des 
1100 molécules. Ces médicaments sont les suivants : le pyrithione de zinc, la proscillaridine A 
et le disulfirame. 
4.1 Le pyrithione de zinc 
Le pyrithione de zinc est un complexe de zinc. Il a des propriétés antifongiques qui 
inhibent la division des champignons et bactériostatiques qui inhibe la division cellulaire 
bactérienne et il est utilisé dans le traitement de la dermite séborrhéique et des pellicules [155-
157]. Les ligands de pyrithione, qui sont des monoanions, sont chélatés au zinc via l’oxygène 
et le soufre. Dans l’état cristallin, la pyrithione de zinc existe sous la forme d’un dimère 
centrosymétrique, où chaque zinc est lié à deux soufres et trois oxygènes. Le pyrithione de 
zinc a une longue histoire de nombreuses applications médicales, scientifiques et industrielles. 
Il a un fichier maître enregistré auprès de la FDA [156]. Plus récemment, une de ces multiples 
applications est dans le cadre de traitement du cancer [157, 158]. En effet, le maintien de la 
concentration en zinc est un élément critique pour la survie des cellules. L’augmentation ou la 
diminution des niveaux de zinc peut déclencher l’apoptose dans une variété de types de 




cancer [157, 158]. La carence en zinc est associée à un mauvais pronostic du carcinome à 
cellules squameuses buccal, du cancer de l’œsophage, du cancer de la prostate et le cancer du 
sein [155, 157, 158]. 
 
Figure 10. Représentation de la structure chimique du pyrithione de zinc. 
 
4.2 La proscillaridine A 
La proscillaridine A est un membre de la famille de bufadiénolide glycoside 
cardiotonique extrait de la plante Scilla [159]. Au cours de plusieurs études de 
repositionnement de médicament, il a été démontré que ce glucoside cardiotonique avait des 
activités anticancéreuses dans de nombreuses lignées cellulaires [160-162]. Par exemple, la 
proscillaridine A induit l’apoptose et des effets anti-prolifératifs dans diverses lignées 
cellulaires de cancer du sein in vitro, principalement par des fluctuations des taux de calcium 
[160, 162]. De plus, il a été démontré que la proscillaridine A inhibe les enzymes 
topoisomérases dans les cellules cancéreuses du sein, ce qui conduit à la mort cellulaire. Il a 
été montré que la proscillaridine A inhibe la croissance de lignées cellulaires de glioblastomes 
in vitro, en plus de diminuer considérablement le volume des tumeurs et d’augmenter la survie 
des souris greffées [161]. Malheureusement, proscillaridine A, ainsi que d’autres 
bufedienolides, ont une très petite fenêtre thérapeutique avec des concentrations plasmatiques 




cardiotoxicité et la neurotoxicité. En dépit du risque de toxicité élevée, proscillaridine A a des 
effets antitumoraux évidents qui peuvent être utilisés pour traiter les patients atteints de 
cancers [161, 162].  
 
Figure 11. Représentation de la structure chimique de la proscillaridine A. 
 
4.3 Le disulfirame 
Le disulfirame est un médicament de dissuasion contre l’alcoolisme chronique. Il a été 
découvert en 1920 et approuvé par la FDA en 1951. Le disulfirame inhibe l’aldéhyde 
déshydrogénase et empêche le métabolisme du métabolite principal de l’alcool, l’acétaldéhyde 
[163-165]. Boire de l’alcool dans les deux semaines suivant la prise de disulfirame mène à une 
l’accumulation d’acétaldéhyde dans le sang. Cela provoque des effets secondaires 
désagréables tels que la transpiration, des maux de tête, des dyspnées, des bouffées 
vasomotrices, l’hyperactivité sympathique, des palpitations, des nausées et des vomissements 
[163-165]. La dose adulte normale de disulfirame dans le traitement de l’alcoolisme est de 
500 mg par jour, ce qui correspond à une concentration approximative de 20 µM chez un 
individu de 100 kg [164]. Depuis quelques années, des études ont montré que le disulfirame 




effet direct sur au moins trois voies importantes dans le cancer. Il peut induire l’apoptose, agir 
comme un agent antiangiogénique et empêcher la formation de métastases et réduire 
l’invasion des tissus sains [164, 168, 169]. Il a également des effets synergiques avec les 
médicaments anticancéreux actuels en désactivant la pompe MDR [163, 164, 169]. 
 




5.0 Objectif du projet 
Mon projet de maîtrise a pour but d’évaluer le potentiel de trois médicaments déjà 
approuvé par la FDA dans le traitement du neuroblastome. Ces trois médicaments sont le 
disulfirame, le zinc de pyrithione et la proscillaridine A. Puis, dans un second temps, de 
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6.1 Abstract  
 
Pediatric neuroblastoma is one of the most common extracranial cancers in children. 
Despite an improvement in survival with the currently available therapies, neuroblastoma with 
an amplification of the transcription factor MYCN has a very poor prognosis. New therapeutic 
approaches must be developed to increase the survival of patients. One such approach is 
epigenetic drug therapy. Neuroblastoma, like many other pediatric cancers, contains several 
epigenetic alterations at the level of DNA methylation and histone modifications. In a 
screening of FDA-approved drugs, we discovered some molecules having characteristics of 
epigenetic drugs that were unknown until now. Our study demonstrated the efficacy of these 




molecules approved by the FDA stood out: disulfiram, a medication approved for the 
treatment of chronic alcoholism. We treated neuroblastoma cell lines (MYCN amplified: IMR-
32, N91 and SK-N-DZ; MYCN non-amplified: SK-N-AS and SK-N-SH) for 48 hours with 
disulfiram at clinically relevant concentrations (from 10 nM to 20 µM). Our results 
demonstrated a 50% growth inhibition (IC50) of 80nM for the cell lines tested. In addition, 
after analysis by flow cytometry, we found a cell cycle block in G2/M. RNA sequencing also 
revealed that disulfiram affects many genes (downregulated n=508, upregulated n=207). We 
also observed a decrease in the transcription factor MYCN and a reduction in acetylation of 
several histone marks by Western blot’s analysis. Further studies are underway to determine 
the mechanism of action of disulfiram. This study shows the potential of disulfiram in the 
treatment of neuroblastoma.  
Key words: Epigenetic, Neuroblastoma, MYCN, Disulfiram, pharmacology 
 
6.2 Introduction 
Neuroblastoma is one of the most frequent extracranial cancer in children and account 
for 8–10% of pediatric cancers in the USA and Europe. Furthermore, neuroblastoma is a very 
aggressive tumor accounting for more than 15% of childhood cancer mortality and have a poor 
prognosis in children over the age of two years old with a survival rate of only 40% [51, 54, 
86]. Neuroblastoma is rarely due to hereditary mutations of ALK and PHOX2B (1–2% of 
neuroblastoma) [54] and is mostly regulated by epigenetic deregulation, chromosome 
aberrations and an amplification of the transcription factor MYCN [51, 54, 86, 94]. MYCN is 
present in 20–30% of neuroblastoma and is associated with advance stages of disease, high 




MAX to form a dimer MYCN/MAX, it can regulate a very large number of genes involve in 
many different pathways such as cell proliferation, differentiation and apoptosis [51, 79]. 
MYCN can regulate gene transcription by modifying the chromatin structure. Indeed, after 
MYCN form a dimer with MAX it can recruit histone acetyltransferase (HATs) to the promoter 
of a specific gene and activate their transcription [78, 79]. Unfortunately, despite an 
improvement in survival with the current therapies, neuroblastoma has a poor prognosis [51, 
70, 99]. New therapeutic approaches must be developed to increase the survival of patients. 
One such approach is epigenetic drug therapy. In a screening of FDA-approved drugs, we 
discovered some molecules having characteristics of epigenetic drugs that were unknown until 
now [154]. Our study seeks to demonstrate the efficacy of these molecules in the treatment of 
neuroblastoma cell lines. Following preliminary tests, one of the molecules approved by the 
FDA stood out: disulfiram, an inhibitor of aldehyde dehydrogenase approved for the treatment 
of chronic alcoholism since 1951 [165, 169]. 
6.3 Results and Discussion 
First, we investigated the effects of disulfiram in multiple neuroblastoma cell lines with 
an amplification of MYCN (IMR-32, SK-N-DZ and IGR-N91 hereafter named N-91) and 
without it (SK-N-AS and SK-N-SH) (Fig.1A). Surprisingly, disulfiram had a 50% growth 
inhibition concentration (IC50) of around 80nM in all cell lines with the exception of IMR-32 
who had an IC50 at 26 nM which was more than a thousand times lower than the 
concentration of 20 µM currently given to patients [164]. For practical reasons, the N-91 cell 
line was used to do most of the experiments hereafter. Next, we studied the cell cycle at 
concentration around the IC50 and we observed a block in G2/M and depletion of cells in S 




indicated that cells stop to growth but didn’t necessarily die by apoptosis. Trying to 
understand this, we studied cell differentiation and we found that a small population of N-91 
cells did differentiate as shown by the formation of neurites and changes in morphology 
induced by disulfiram (Fig. 1B). Finally, we did clonogenic assays to investigate if disulfiram 
could affect the colony formation. As shown in (Fig. 1E, F), disulfiram completely inhibited 
the colony formation at a concentration of 300 nM. These results suggested that disulfiram has 
a great potential in the treatment of neuroblastoma by inhibition of cell proliferation. 
To have a better understanding of the mechanism of action of disulfiram in the N-91 
cell line and how the cells are affected, we performed RNA sequencing. Interestingly, after 
treating the cells for 48h at a concentration of 50 nM more than 715 genes had a significant 
change in expression. 207 were upregulated and 508 were downregulated (fig. 2 A) showing 
that disulfiram had a large range of action. Doing gene set enrichment analysis, the data 
revealed that many pathways were modified by disulfiram. Indeed, in untreated cells, we 
observed an enrichment for G2/M checkpoint as well as for E2F targets, both involved in the 
cell cycle pathways (Fig. 1B, C). Of those gene sets, 2 upregulated genes stood out: TGFβ1 
and CDKN1A (p21) both genes negatively regulating cell proliferation. Also, we observed a 
downregulation of many genes that positively regulate cell proliferation such as E2F1, E2F8, 
CDC25a and CDKN2C (Fig. 2D). Another pathway changed by disulfiram was the proteins 
involve in chromatin structure (Fig. 2F). Surprisingly, a very interesting gene was 
downregulated, TERT, known to be deregulated in neuroblastoma and favoring tumor 
progression [172]. Other genes downregulated in this gene set were the proto-oncogene JUNB, 




polymerase POLA1 (Fig 2E). All genes downregulated in this set were involved in the DNA 
transcription and replication supporting cell duplication. 
To understand the changes in gene expression saw after the RNA sequencing, we 
investigated many different chromatin modifiers. More specifically, we studied methylation 
and acetylation of histone 3 (H3) and histone 4 (H4) on many residues.   After treating MYCN 
amplified N-91 and non-MYCN amplified SK-N-AS cells at two concentrations and three time 
points, we observed a decrease of acetylation on lysine (K) residues 9, 14 and 27 of H3 only 
(Fig. 3 A, B, C and D). Furthermore, the methylation of H3 as well as acetylation and 
methylation of H4 at global level did not changed on any of the lysine residues tested (data not 
shown). All three histone marks that decreased significantly played a role in gene activation 
and resulted in gene expression. These results were in accordance with data obtain by the 
RNA sequencing. To investigate whether disulfiram interacts directly with histone marks or 
not, we looked at histone acetyltransferase (HAT) and histone deacetylase (HDAC) 
expression. All HDACs and HATs (GCN5, TIP60, HBO1) that we investigated did not change 
significantly with the exception of CBP (Fig. 3E, F). After 48h of treatment, CBP was 
drastically decreased and could explain the change on histone residue H3K27ac. 
Finally, we asked whether or not disulfiram could affect MYCN expression. Since it 
was known that MYCN could hardly be targeted by current drugs [50, 173]. Furthermore, 
MYCN is also known to play a role in the acetylation of histones by recruiting HATs such as 
CBP to gene promoters [82, 174]. As shown on (Fig. 4 A, C), disulfiram significantly 
decreased the level of MYCN by half after 48h of treatment at a concentration of 250 nM. 
However, when non-amplified MYCN cell line SK-N-AS was treated with disulfiram no 




immunoprecipitated (IP) MYCN after short-term treatment and looked at pan-acetylation of 
lysine. Surprisingly, after only two hours, the acetylation of MYCN was drastically decreased 
(Fig. 4D) but we also saw an increase in acetylation at 24h. This increase of acetylation of 
MYCN once quantified could be explained due to the decrease of MYCN. Also, looking at 
multiple genes set from the RNA sequencing, MYC and MYC target genes seemed to be 
downregulated in cells after disulfiram treatment (Fig. 4 E, F). Of those gene sets, MYCN, 
MXD3, MXD4 and MNT were all downregulated and involved in the complex formation of 
MYCN/MAX. From that gene set, three more genes were interesting, CBX3, involved in the 
formation of heterochromatin, WDR4 and WDR43, involved in the formation of protein 
complex. 
 
In this study, we used the neuroblastoma cell line N-91 as our model to evaluate the 
efficiency of disulfiram. Interestingly, we found that disulfiram could inhibit proliferation and 
block the cell cycle in G2/M at concentration that is more than a thousand times lower than the 
concentration measured in the plasma of patients [164]. Still in the same range of 
concentration, we demonstrated that the colony formation was completely inhibited and that a 
small population of cells differentiated after treatment. Our RNA sequencing results show that 
disulfiram affected the regulation of many of genes (n=715) and most of them were 
downregulated (n=508). Genes involved in the G2/M checkpoint and E2F target are 
downregulated after treatment. Furthermore, RNA sequencing allowed us to identify a 
downregulation of JUNB and more interestingly of TERT who is involved in the elongation of 
telomeres and highly deregulated in neuroblastoma [172]. Seeing such important genes 




be deacetylated. The H3K27ac mark deacetylation could be explained by a decrease in the 
protein level of HAT CBP. Finally, we demonstrated that disulfiram could decrease RNA and 
protein levels of MYCN. Furthermore, MYCN acetylation was decreasing rapidly after 
treatment destabilizing even more the function of MYCN. Taken together, these results showed 
that disulfiram had a lot of potential in the treatment of not only neuroblastoma but also other 
cancers with an amplification of MYCN such as glioblastoma and medulloblastoma. 
6.4 Materials and methods 
Cell Culture and Drug Treatments 
Neuroblastoma cell lines SK-N-AS, SK-N-SH, IMR-32 and SK-N-DZ were purchased from 
American Type Culture Collection. IGR-N91 cell line was provided from Dr. Michel Duval 
laboratory. SK-N-DZ, SK-N-AS and IGR-N91 cell lines were cultured in Gibco DMEM 
medium supplemented with 10% fetal bovine serum at 37 °C and 5% CO2. IMR-32 and SK-N-
SH cell lines were cultured in Gibco MEM medium supplemented with 10% fetal bovine 
serum at 37 °C and 5% CO2. Disulfiram was dissolved in 100% dimethyl sulfoxide (DMSO) 
at stock concentration of 10 mM and stored in -20 °C for one month. ORFLO MOXI Mini 
Automated Cell Counter was used to analyze growth inhibition after treatment. 
 
Cell Cycle Analysis   
To analyze effects of disulfiram on the cell cycle by Fluorescence-activated Cell Sorting (BD 
FACS Canto II), cells were treated with for 48 hours at three different concentrations (25, 50, 
or 100 nM). Cells were then harvested, fixed, and stained with bromodeoxyuridine (BrdU) 
and/or 7-amino-actinomycin (7-AAD) (BD Pharmingen BrdU Flow Kit). Untreated, BrdU-





Analysis of Whole Cell Proteins and Histones by Western Blot  
Cell pellets were lysed in cold whole cell lysis buffer (50mM Tris-Cl pH7.4, 5mM EDTA, 
250mM NaCl, 50mM NaF, 0.1% Triton, 0.1mM Na3VO4, and 1mM PMSF). Lysis buffer was 
supplemented with protease inhibitor cocktails (PIC) and phosphatase inhibitor cocktail 
(phospho-stop).  
For histone extraction, cell pellets were lysed in cold Triton Extraction Buffer (TEB) (0.5% 
Triton, 2mM PMSF, 0.02% NaN3, 10mM sodium butyrate) used for histone acid extraction 
(ABCAM protocol). TEB was supplemented with protease inhibitor cocktails (PIC) and 
phosphatase inhibitor cocktail (phospho-stop). Protein extracts were separated by SDS-PAGE 
and transferred onto a polyvinyl difluoride (PVDF) membrane. Membranes were tagged with 
rabbit (goat anti-rabbit HRP from BIO RAB) or mouse (goat anti-mouse HRP from BIO 
RAD) primary antibodies and incubated overnight at 4 °C. Proteins of interest were detected 
by either rabbit or mouse secondary antibodies and visualized using BIO RAD ECL. 
Quantification of western blots were conducted using the ImageJ program. 
 
RNA Extraction and RNA sequencing  
QIAshredder (catalog number: 75654) was used prior to RNA extraction to 
homogenize cell lysates and eliminate any debris. Total RNA was extracted using RNeasy 
Mini Kit (catalog number: 74104) according to instruction manual. Upon RNA extraction, 10 
μg of purified extract were treated with DNAse to eliminate any potential DNA 
contamination. Upon DNAse treatment, RNA quality and yield were verified with Bioanalyser 
chips using Agilent RNA 6000 Nano kit according to manufacturer’s instructions. The mRNA 
libraries were created using TruSEq Stranded mRNA LT using 25 ng of mRNA extract 




run” mode. Gene set enrichment analysis was conducted using the “GSEA – Broad Institute” 
program available online: www.broadinstitute.org/gsea 
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Figure 1: Disulfiram affects cell viability in neuroblastoma cell lines: MYCN 
amplified cells (SK-N-DZ, N-91 and IMR-32) as well as non-MYCN amplified (SK-N-AS 
and SK-N-SH) cell lines were treated with disulfiram for 48h at concentration from 1 nM to 
1 µM (A). Cell differentiation was evaluated using the neuroblastoma differentiation 
marker NF200 the N-91cells after 48h of disulfiram treatment at 50 nM (B). The cell cycle 
analysis was performed by flow cytometry using a BrdU kit after treating N-91 cells for 48h at 
concentration of 25, 50 and 100nM of disulfiram (C, D). The clonogenic assay, 6 wells plates 
were seeded with 500 N-91 cells and treated with disulfiram for 48h at concentration from 10 










Figure 2: RNA sequencing of neuroblastoma cells after disulfiram treatment: N-91 cell 
line was treated with 50 nM of disulfiram for 48h. After analysis, a volcano plot was used to 
show genes distribution between significantly regulated (p value adjusted ≤ 0.05) and not 
significantly regulated (p value ≥ 0.05). Downregulated genes with a foldchange (FC) ≤ -0.5 
are shown in red and upregulated genes with a foldchange ≥ 1 is shown in green (A). RNA 
sequencing data depicting three gene expression data of G2/M checkpoint, E2F targets and 
chromatin. The red color indicates untreated cells while the blue color indicates treated cells. 
Each black vertical line is a gene in the list (B, C and F). Representation of the foldchange of 























































































 Figure 3 Epigenetic modifications after disulfiram treatment: Western blots analysis 
depicting acetylation of H3 lysine residue 9, 14 and 27 and their quantification on N-91cells 
(MYCN amplified) (A, C) and SK-N-AS (non-MYCN amplified) (B, D) were treated with 50 
and 250 nM of disulfiram for 6, 24 and 48h. Western blots analysis of HAT CBP in N-91 cells 




































































Figure 4 Disulfiram affects MYCN in MYCN amplified neuroblastoma: Western blots 
analysis of MYCN after treatment with 50 and 250 nM of disulfiram for 6, 24 and 48h in N-91 
(MYCN amplified) (A, C) and SK-N-AS (non-MYCN amplified) (B). Western blots analysis 
of pan-acetylation of lysine after IP of MYCN. N-91 cells were treated at 50 nM disulfiram for 
2, 4 and 24h and quantified (d). Gene set enrichment analysis (GSEA) of RNA seq for genes 
list of MYC targets. The red color indicates untreated cells while the blue color indicates 
treated cells for 48h at 50nM. Each black vertical line is a gene in the list (E). Representation 






Malgré les avancées thérapeutiques récentes et les taux de guérison généralement 
élevés, le neuroblastome demeure une des principales causes de décès (10 à 15 %) par cancer 
chez les enfants[51, 94]. Afin de traiter la maladie, les patients doivent recevoir des doses 
extrêmement élevées de chimiothérapie, de radiothérapie et de traitements d’immunothérapie 
afin d’atteindre une guérison éventuelle. Ces composés toxiques produisent de nombreux 
effets secondaires à court et à long terme qui sont nuisibles pour le patient tels que la toxicité, 
les problèmes de fertilité, des cancers secondaires [175, 176]. La nécessité de développer des 
médicaments moins toxiques est donc évidente. En outre, les patients souffrant de rechute ou 
de neuroblastome résistants sont caractérisés comme ayant un très mauvais pronostic. Les 
dérégulations épigénétiques, y compris la méthylation de l’ADN et les modifications des 
histones post-traductionnelles, sont des acteurs importants dans le développement du cancer en 
rechute ou résistant. Ces modifications épigénétiques sont des réactions chimiques réversibles. 
Par conséquent, en ciblant ces marques épigénétiques dérégulées, on peut induire la 
différenciation des cellules cancéreuses et finalement la mort cellulaire. Ici, nous démontrons 
que le disulfirame a des propriétés épigénétiques et anticancéreuses dans des lignées 
cellulaires de neuroblastome. Nous avons observé une diminution significative de l’acétylation 
des histones (H3K9, H3K14 et H3K27) en corrélation avec une diminution de l’HAT CBP. En 
plus, nous avons observé une diminution significative des niveaux de protéine oncogène 
MYCN et de ses gènes cibles. Fait intéressant, nous avons également observé une baisse de 
l’acétylation de MYCN, une modification post-traductionnelle impliquée dans la stabilisation 
de l’oncogène MYCN qui prévient sa dégradation. En plus de cibler la voie oncogénique de 




deux voies de signalisation impliquées dans le cycle cellulaire. Lors de tests sur la viabilité 
cellulaire avec le disulfirame à des concentrations pertinentes d’un point de vue clinique, nous 
avons observé un bloc du cycle cellulaire à la phase G2/M.  
Dans le neuroblastome, MYCN est très souvent amplifiée et est un des acteurs 
principaux impliqués dans la maladie. Dans les cellules normales, l’expression de MYCN est 
très étroitement contrôlée. Par contre, dans les cellules tumorales, tous les mécanismes de 
régulation sont dysfonctionnels [177]. De plus, des changements dans les modifications post-
traductionnelles favorisant la stabilité de MYCN ou encore par une augmentation des niveaux 
d’expression de la protéine MYCN permettent aux cellules de proliférer extrêmement 
rapidement [178]. Pour que MYCN puisse réguler à la hausse l’expression de ses gènes cibles, 
il doit être recruté par des protéines de la famille des bromodomaines pour ainsi acétylées les 
queues d’histones [175, 178]. MYCN se dimérise avec MAX et forme un complexe 
d’initiation de la transcription. Dans les cellules normales, l’expression du régulateur de 
MYCN est régulée principalement par des modifications post-traductionnelles telles que 
l’ubiquitination, l’acétylation et la phosphorylation des résidus spécifiques de la protéine [75, 
76, 83]. Certaines de ces modifications induisent une courte demi-vie ou réduisent la stabilité 
de la protéine, tandis que d’autres ont des effets inverses. Dans les cellules cancéreuses, ces 
mécanismes de régulation sont dérégulés et conduisent finalement à l’augmentation de 
l’expression et à la stabilité de MYCN. Par exemple, l’acétylation de sept résidus de lysines 
différentes (K143, K157, K275, K317, K323, K371 et K417) réalisées par des HAT tels que 
TIP60, CBP ou encore GCN5, sont impliquées pour stabiliser la protéine et empêcher sa 
dégradation dans les cellules cancéreuses [111, 179]. Deux de ces résidus, les lysines K323 et 




le protéasome pour être dégradés [179]. Lorsque ces résidus sont acétylés, ils empêchent 
l’attachement de l’ubiquitine. Par conséquent, la diminution observée de l’acétylation de 
MYCN induite par le disulfirame peut potentiellement libérer ces sites pour l’ubiquitine ainsi 
entraîner une diminution des niveaux de protéines MYCN que nous avons observée. 
Au cours des dernières années, de nombreux chercheurs ont tenté de cibler MYC de 
façon thérapeutique. Cependant, l’absence d’un site actif ou d’un domaine de liaison de ligand 
a empêché le développement d’inhibiteurs efficaces. Par conséquent, certains groupes ont 
tenté de cibler des protéines impliquées dans le recrutement de MYC par les bromodomaines 
comme un moyen pour réduire les effets de MYC [50, 180]. Il y a trois membres dans la 
famille des bromodomaines et extraterminal (BET) qui sont impliqués dans le recrutement de 
MYC, appelé BRD2, BRD3 et BRD4. BRD4 est le plus pertinent en termes d’association et 
d’activation de MYC. Le lien entre les protéines BET et le recrutement de MYC a incité le 
développement de JQ1, le premier inhibiteur sélectif de BET (BETi), qui bloque le 
recrutement de MYC sur BRD4 permettant de bloquer MYC et la transcription des gènes 
cibles de MYC [50, 180]. En fait, de nombreux essais cliniques achevés ou en cours étudient 
les effets de ces BETi sur une variété de cancers humains (NCT02543879, NCT01949883, 
NCT02157636 et NCT01987362).  
Malgré tous ces résultats prometteurs, il semble que les BETi ne sont pas aussi 
efficaces qu’initialement pensé. Récemment, des études ont montré que certaines cellules ne 
répondent pas à JQ1 ou développent une résistance au traitement [181]. Par exemple, une 
étude a démontré que les souris traitées avec JQ1 finissent par mourir de la leucémie et que, 
lors de l’analyse de ces souris, il existe une régulation positive de la protéine MYC. Dans une 




et des échantillons des patients surexpriment Wnt, un gène qui confère une résistance au 
traitement [181, 182]. 
Une façon de développer de nouveaux médicaments pour le traitement du 
neuroblastome est par le repositionnement de médicaments et molécules déjà approuvée par la 
FDA. Afin d’éviter le processus long et coûteux, le repositionnement de médicaments peut 
mener au développement de nouvelles thérapies anticancéreuses [183]. Parce que les 
médicaments utilisés dans le repositionnement ont un historique d’utilisation chez l’humain, 
ils peuvent rapidement être intégrés dans le traitement de cancer sans passer par des tests longs 
et rigoureux. Les principaux avantagent dans le criblage et le repositionnement de ces 
molécules approuvées par la FDA comprend des coûts beaucoup plus faibles et des effets 
secondaires connus et avec moins d’impact sur la santé en comparaison aux thérapies 
cytotoxiques actuellement utilisées [183].  
Dans son ensemble, nous démontrons que le disulfirame agit comme un médicament 
épigénétique sur les lignées cellulaires de neuroblastome et induit une importante 
reprogrammation de l’expression de gènes. Le disulfirame affecte MYCN au niveau de 
l’expression de la protéine et de son acétylation, ce qui peut en partie diminuer la liaison de 
MYCN aux résidus d’ADN acétylés. De plus, le disulfirame affecte aussi l’acétylation de 
plusieurs résidus de H3 (H3K9, H3K14 et H3K27). D’autres études seront nécessaires pour 
pleinement comprendre le mécanisme d’action du disulfirame et pour découvrir des 




8.0 Perspectives et conclusions 
 
En introduisant des médicaments épigénétiques dans les régimes de chimiothérapie, nous 
espérons accomplir deux choses très importantes. En premier lieu, l’addition de médicaments 
épigénétiques peut potentiellement sensibiliser les cellules cancéreuses à la chimiothérapie. 
Par la suite, en induisant une reprogrammation épigénétique, ces médicaments sont capables 
de modifier l’expression génique dans les cellules cancéreuses ce qui les rend plus sensibles à 
des doses plus faibles de chimiothérapie [130, 137]. Par ailleurs, ces effets peuvent également 
réduire les effets secondaires sévères des traitements. Deuxièmement, il a été démontré que les 
cellules cancéreuses sont grandement dépendantes des marques et modifications épigénétiques 
pour leur survie, leur résistance aux médicaments, et leur maintien d’un phénotype malin. 
Puisque l’épigénétique régit l’expression des gènes, les cellules cancéreuses sont donc 
dépendantes de leurs épigénomes pour l’activation/inactivation de certaines protéines 
nécessaire à leur survie. Avec des médicaments induisant des changements épigénétiques, 
nous sommes capables de cibler des protéines impliquées dans la prolifération et la survie des 
cellules, tout en activant simultanément la différenciation et l’apoptose. Par le criblage de 
médicaments approuvés par la FDA, nous pouvons identifier les candidats possibles afin de les 
repositionner pour traiter de nombreux types de cancers. Comme l’a démontré Raynal et ses 
collègues dans leur criblage de médicaments, de nombreux composés approuvés par la FDA 
ont des propriétés épigénétiques et anticancéreuses insoupçonnées. Dans notre étude, nous 
avons testé trois de ces médicaments identifiés (le disulfirame, le pyrithione de zinc et la 
proscillaridine A) dans des lignées cellulaires de neuroblastome. Nous avons découvert que le 




plus de 60 ans, induit des changements épigénétiques et anticancéreux les plus importants et 
nous avons décidé de poursuivre le projet de recherche avec ce médicament[164, 165]. Le 
repositionnement de médicaments a plusieurs points positifs. Par exemple, les connaissances 
antérieures sur les effets secondaires, les doses administrées et les taux plasmatiques du 
médicament donné sont tous connus en raison d’une grande quantité d’essais précliniques et 
cliniques précédents. En plus, des études sur la toxicologie, la pharmacocinétique, la 
pharmacodynamie ont déjà été faites.  
 
Le mécanisme d’action du disulfirame dans des lignées cellulaires de neuroblastome n’a pas 
encore été entièrement caractérisé. Raynal et ses collègues ont démontré que le disulfirame 
module les changements des taux de calcium intracellulaire dans leur modèle cellulaire de 
cancer du côlon[153, 154]. Nous croyons que ces augmentations de taux de calcium 
intracellulaire se produisent également dans des lignées cellulaires de neuroblastome, qui à 
son tour induisent des effets en aval sur les niveaux d’histone acétylation, expression de 
HATS et l’oncogène MYCN. Dans leur étude, Raynal et ses collègues ont démontré 
l’importance et la nécessité de l’activation la protéine calmoduline dépendante de kinase 
(CaMK) après un traitement au disulfirame. Leur étude a également montré l’importance des 
canaux calciques Orai dans le déclenchement de la voie du calcium affectant CaMK. Lorsque 
les niveaux de calcium dans le réticulum endoplasmique sont faibles, une interaction entre 
STIM1 et 2 et les canaux calciques Orai1, 2, 3 est formée, ce qui provoque un afflux d’ions 
calcique à partir de l’extérieur de la cellule dans le cytoplasme. Sur la base de leurs résultats, 
nous croyons qu’une relation entre les canaux Orai et activation des voies de signalisation en 




Finalement, l’utilisation d’un médicament en monothérapie n’est pas une bonne 
approche lors du traitement de tous types de cancers. Par conséquent, nous voudrions étudier 
les effets de combinaison du disulfirame, une molécule qui cible les histones, avec des agents 
déméthylant l’ADN comme la décitabine pour deux raisons. Tout d’abord, cibler les histones 
et la méthylation de l’ADN pourrait potentiellement conduire à des interactions 
médicamenteuses synergiques qui mèneraient à une régulation positive de gènes suppresseurs 
de tumeurs et voies de différenciation. En second lieu, parce qu’une cellule cancéreuse est 
dépendante à ses modifications épigénétiques, cibler à la fois les histones et l’ADN pourrait 
potentiellement inverser un phénotype cancéreux en déclenchant l’arrêt de croissance et la 
différenciation cellulaire. Beaucoup de gens croient que l’administration de médicaments 
induisant des changements épigénétiques provoque un effet systémique, mais cela n’est pas 
nécessairement vrai, les cellules cancéreuses dépendent de leurs épigénomes pour leur survie 
alors que les cellules normales non. Par conséquent, quand un médicament induit une 
reprogrammation épigénétique, une cellule normale est capable de s’adapter à ces 
changements alors qu’une cellule cancéreuse ne peut pas. Cet événement oblige la cellule 
cancéreuse à changer ses comportements, qui peuvent potentiellement déclencher l’apoptose, 
la sénescence, ou même la différenciation. Après avoir terminé les expériences nécessaires 
pour connaître le mécanisme d’action du disulfirame, les prochaines étapes seront de valider 
ces résultats in vivo. Dans l’ensemble, les résultats que nous avons obtenus à ce jour sont très 
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